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Detecting Meticitlin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) and vancomycin-resistant Enterococci 
(VRE) in a flow-through cytometer is new. Detecting Meticillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) 
and vancomycin-resistant Enterococci (VRE) in a flow-through cytometer. comprises: (a) preparing a 
bacterial suspension; (b) growing of the bacteria in nutrient solution: (c) adding at least one 
fluorescent-labelled indicator, specific for one of the bacterial species; (d) adding a fluorescent-labelled 
indicator for damaged cells and an antibiotic to test the resistance; (e) running the suspension through 
the flow cytometer and radiating each bacteria with a laser; (0 measuring the fluorescence of each 
bacteria as the laser hits it: and (g) evaluating the total of the single measurements to determine the 
resistance of the bacteria to the tested antibiotic. 
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Die ffolgaitden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

@ Verfahren zum Nachweis von mindestens einer multiresistenten Keimart, insbesondere MRSA- und 
VRE-Keimen 

(§) Es wird ein Verfahren zum Nachweis von mindestens 
einer multiresistenten Keimart, insbesondere von MRSA- 
und VRE-Keimen, unter VenA/endung eines DurchfluBzy- 
tometers vorgeschiagen, das die folgenden Verfahrens- 
schritte aulweist: 

1.1 Herstellen emer Keimsuspension, 

1.2 Vervietfachung der Keime in einer Nahrlosung, 

1.3 Zufugen wenigstens eines mit einem fluoreszierenden 
Farbstoff versetzten Indtkators fur die jeweils gesuchte 
Keimart, der sich spezifisch an dieser Keimart aniagert 
Oder ankoppelt, 

1.4 Zufugen eines als Indikator fur geschadigte Zellen die- 
nenden fluoreszierenden anderen Farbstoffs sowie eines 
Schlusselantibiotikums zur Priifung der Resistenz, 

1.5 Durchleiten der so gebildeten Suspension durch das 
Durchflu&zytometer und Bestrahlen der weitgehend ver- 
einzelten Keime nacheinander mit einem Laserstrahl, 

^ 1.6 Messen jeweils der den Farbstoffen zugeordneten 

Fluoreszenzstrahtungen beim Auftreffen des Laserstrahls 
CO auf einen zu uberprufenden Kelm und 
m 1.7 Auswerten der Vielzahl von Einzelmessungen wenig- 
^ stens dahingahend, ob und/oder wieviele anteilma(^ig 
If) Oder zahlenmal^ig darunter sind, bei denen die jeweils ge- 
^ suchte Keimart in Verbindung mit einer Resistenz gegen 
0^ das Antibiotikum festgestellt wurde. 
0^ Durch dieses Verfahren konnen multiresistente Keime 
^ wesentlich schneller, namlich innerhalb waniger Stun- 

den, gegenuber bisharigen Nachweisverfahren nachge- 
UJ wiesen werden« wodurch erst etna breitere Oberprufung 
Q von Patienten auf das Vorhandensein von ... 
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Deschreibung 

Die ErfiDdung betrifil ein Verfahren zum Nachweis von 
mindestens einer multirBsistenten Keimait, insbesondere 
von MRSA- und VRE-Keimcn. 

Multiresistente Keime stellen ein Problem ftir Kranken- 
h^user, Pflegeheinie, Altenheime und deigleichen dar, da In- 
fektionen durch solche Keime nur schr schwcr behcrrschbar 
sind. Sowohl die erforderlichen Isoliermafinahmen fiir die 
betioffenen Personen als auch die Therapie stellen betrScht- 
liche Kostenfaktoren dar, so daB es von groBter Wichtigkeit 
ist, von solchen multiresistenten Keimen befailene Personen 
mbglichst schnell zu erkennen. In den USA wurden bei 
mehr als 30% aller Intensivpatienlen, in Ostenreich bei ca. 
18% und in Dcutschland bei ca. 3% derartige multiresistente 
Keime festgestellt. Derartige multiresistente Keime stellen 
eine heterogene Gruppe unterschiedlicher Spezies dar. Die 
wichtigsten Vertreter sind MRSA-Keime (Meticilliniesi- 
stenter Staphylokokkus aureus) und VRE-Keime (Vanco- 
mycinresistente Enterokokken). 

Die bisher eingesetzten \fcrfahren zum Nachweis von 
multiresistenten Keimen sind sehr zeitaufwendig, umstSnd- 
lich und personalintensiv. ZunSchst werden Uber einen Zeit- 
raum von 12-24 Stunden Kulturen mit dem Ziel, sichtbarc 
Einzelkolonien bis in sichtbare Gr&Benordnungen zu zilch- 
ten, angelegt. AnschlieBend erfolgt ein mikrobiologischer 
und/oder chemischer Nachweis der Art der Keime sowie ein 
Resistenztest, beispielsweise mit geeigneten Antibiotikum- 
Testplattchen. Der erforderliche groBe Aufwand und die 
lange Tfestphase erlauben eine entsprechende tfberpriifung 
von Personen nur bei dringendem Verdacht auf eine entspre- 
chende Infektion. Mit dem angegebenen (Zeit-) Aufwand 
konnen zwar prinzipiell groBe Serien bearbeitet werden, je- 
doch bedeutet dies fUr die jeweiligen Patienten, dafi die 
strengen und kostenintensiven IsoliermaBnahmen entspre- 
chend au&echterbalten werden mussen. 

Eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht darin, 
ein Testsystem zu schafifen, mit dem schneller und einfacher 
multiresistente Keime nachgewiesen werden konnen, die 
Personen, insbesondere Patienten, besiedelt oder infiziert 
haben. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB durch das Verfah- 
ren mit den Merkmalen des Anspruchs 1 gelost, 

Mit dem erfindungsgemaBen Verfahren konnen derartige 
multiresistente Keime innerhalb weniger Stunden nachge- 
wiesen werden, da dieses Verfahren zum Nachweis wesent- 
lich weniger Keime und damit weniger Vermehrungszyklen 
benotigt, Der Nachweis selbst erfolgt dann nahezu voUauto- 
matisch mil einem DurchfluBzytometer, das geringere An- 
forderungen an die Ausbildung der den Test durchfuhrenden 
Fachkrafte stellt. Das DurchfluBzytometer erlaubt dabei 
schnelle und exakte Messungen, so daB insgesamt ein brei- 
terer Kreis von Personen solchen Tests unterzogen werden 
kann oder sogar Reihenuntersuchungen bei realisierbarem 
Aufwand moglich werden. 

Durch die in den Untcranspriichcn aufgcfuhrten MaBnah- 
men sind vorteilhafte Weiterbildungen und'A^rbesserungen 
des im Anspruch 1 angegebenen Verfahrens moglich. 

Als Indicator fUr die jeweils gesuchte Keimart eignen 
sich mit dem Oberflachenantigen dieser gesuchten Keimart 
verbindende Antikorper, vorzugsweise PerCP-gekoppelte 
und/oder PE(Phycoerytrin)-gekoppelte Antikorper, die im 
DurchfluBzytometer rot fluoreszieren, und/oder fluorezein- 
gekoppelte (FITC[Fluorezein-iso-thiocyanat]) Antikorper. 
Altemativ hierzu kann als Indikator auch ein als Reaktant 
mit den Oberflachenenzymen der gesuchten Keimart wir- 
kendes Substrat verwendet werden, das mit einem Fluores- 
zenzfaibstoff gekoppelt isL 
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Als SchlUsselantibiotikum eigiiet sich vor allem das Peni- 
zillinderivai Oxacillin, insbesondere zum Nachweis von re- 
sistenten MRSA-Keimen, oder Vancomycin, insbesondere 
zum Nachweis von resistenten VRE-Keimen. 
S Als Farbsto£f zur Priifung der Rcsistenz in Verbindung 
mit dem Schiasselantibiotikum eignet sich vor allem ein 
membranpotentialsensidver Farbstoff, insbesondere ein 
Oxonol-FarbstoflF (DiBACS) oder ein Carbocyanin-Farb- 
stoff (DiCX^S), derim DurchfluBzytometer grUn fluoresziert, 
so daB die keimartspeziflsche Ruoreszenz deutlich von der 
resistenzabhangigen Fluoreszenz bei der Messung unter- 
schieden werden kann. 

Der die Keime enthaltende Probenstrom wird in vorteil- 
hafter Weise hydrodynamisch fokussiert, bevor er den vom 
Lascrstrahl bestrahlten MeBpunkt passiert, so daB die Keime 
den MeBpunkt im wesentlichen einzeln passieren und somit 
individuelle Messungen an den Keimen voigenommen wer- 
den konnen. 

Die verschiedenen Fluoreszenzstrahlungen (z. B. rot und 
griin) werden mittels eines optischen Detektionssystems bei 
jedem MeBvorgang quantifiziert, insbesondere durch Erfas- 
sung der SUrahlungsamplituden oder Strahlungsintensitaten. 
Zur elektronischen Ausblendung von wesentlich von der ge- 
suchten Keimart abweichenden Keimen wird das ein MaB 
fur die ZellgrbBe bildende Vorwartsstreulicht des Laser- 
strahls und/oder das ein MaB fiir den Zellinhalt bildende 
Seitwartsstreulicht des LasersUrahls erfaBt, wobei Fluores- 
zenzmessungen an dem jeweils vom Laserstrahl erfaBten 
Keim nur dann durchgefuhrt und/oder ausgewertet werden, 
wenn dieser Keim durch die Streulichlerfassung als im ge- 
suchten Toleranzbereich liegend erkannt wird. Hierdurch 
kOnnen exaktere Messungen durch Ausblenden von uner- 
wiinschten Messungen und Rauschsignalen erreicht werden. 

Zur Auswertung werden bei jedem MeBvorgang die er- 
faBten Fluorcszenzwerte in eine zwei- oder mehrdimensio- 
nale T^belle eingetragen, wobei Schwellenwerte fiir die Un- 
terscheidungskriterien Indikation und Resistenz vorgegeben 
werden. Auch dies dient zur Ausblendung von unerwiinsch- 
ten Signalen und Grundrauschen, 

Das erfindungsgemaBe Verfahren wird im folgenden an- 
hand von Ausfuhrungsbeispielen unter Zuhilfenahme der 
Zeichnungen erlautert. Es zeigen: 

Fig. 1 eine schematische Darstellung eines DurehfluBzy- 
tometers und 

Fig. 2 ein Auswertediagramm zum Nachweis des Vorhan- 
denseins oder Nichtvortiandenseins der gesuchten multiresi- 
stenten Keimart. 

Zum Nachweis einer vermuteten multiresistenten Kei- 
mart, beispielsweise von MRSA- oder VRE-Keimen, wird 
zunachst, im Falle MRSA, in iiblicher Weise ein Abstrich 
aus Korperhohlen (vorzugsweise Nase, Rachen), Wunden 
und Hautarealen hergestellt, bzw., im Falle VRE, Urin, 
Stuhl, Sekrete und Anal-Abstriche hergestellt, Aber auch 
Reinkulturen nach Anzuchtung aus alien iiblichen Untersu- 
chungsmaterialien konnen verwendet werden. Fiir die Ana- 
lyse werden nicht konvcntionelle Wattctupfer verwendet, 
sondem'das Materialftwird mit^sterilen Einmai;;Osen abge- 
strichen und in die Nahrbouillon verbracht. Der Grund liegt 
in einer Minimierung des Rauschsignals, da sich von Watte 
Kleinstpaitikel ablosen. Danach werden die in der Suspen- 
sion enthaltenen Keime in einer Nahrlosung wahrend einer 
Zeitdauer von ca. 2-3 Stunden je nach Keim vervielfacht, 
Eine sUirkere Vervielfachung ist beim beschriebenen Ver- 
fahren im Gegensatz zum herkommlichen Nachweisverfah- 
rcn nicht erfordcrlich. 

Nun wird der Suspension ein mit einem fluoreszierenden 
Farbstoff versetzter Indikator fur die jeweils gesuchte Kei- 
mart zugegeben, der sich speziflsch an diese Keimart anla- 
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gert Oder anicoppelt. BeispiclSwase^isen"MIWA=Keirag*'**^ 



als Oberflachenantigen das Protein A auf, wShiend VRE- 
Keime das ObedlSchenantigen Lancefieldgruppe D enthal- 
ten. Der Suspension werden daher spezifische Andkoiper 
zugeftigt, die sich mil diescn Andgenen zu Koinplexen vcr- 
binden. Diese Andkdrper werden mit Huoieszenzfarbstof- 
fen gekoppell, beispielsweise werden PerCP- und/oder 
PE(Phycoerytrin)-konjugicrte Antikdrper vcrwendct. Liegt 
die gesuchte Keimait in der Suspension vor, so lagem sich 
die spezifischen Andk5rper an die Andgene und damit an 
die Keime an, so dafi sich Farbstoffkonzentrationen an die- 
sen Keimen bilden. PerCP- und/oder PE-Konjugate fluorcs- 
zieren dabei rot. Weiterhin k6nnen beispielsweise auch fluo- 
rezeingekoppelte {tiVC pluorezein-iso-thiocy anat]) Anti- 
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seitlich einmiindende Leilung 12 wild kontinuierlich Tra- 
gerflUssigkeit zugefUhrt, die den Probenstrom mit den Kei- 
men erfaBt und beschleunigt. Diese sogenannte hydrodyna- 
mische Fokussicrung gewahrleistct, dafi die Zellen in einem 
nachfolgenden Mefirohr 13 einen MeBpunkt 14 einzeln pas- 
sieren und dadurch einzeln uberpriift werden kdnnen. Der 
MeBpunkt 14 wird von einem Laserstrahl 15 bestrahlt, der 
somit die jeweils passierenden Keime trif!t und gegebenen- 
falls zur Ruoreszenz anregt. HierfUr wird beispielsweise ein 
Argon-Laser mit einer Wellenlange von 488 nm verwendet. 

Bei jeder so angeregten Zelle wird nun gepriift, ob rote 
und/oder griine Ruoreszenzstrahlung auftritt. Diese Fluo- 
reszenzstrahlungen werden miltels eines opdschen Detekti- 



korper verwendet werden, die griin fluoresziercn. Liegen die 15 onssystems erfafit, das beispielsweise aus zwei Ruoreszens- 

gesuchten bzw. vermuteten Keime in der N^15sung nicht strahlungs-Sensoren 16, 17 besteht Die MeBeigebnisse 

vor, so erfolgt keine Anlagerung und damit keine Farbstofif- werden in einem Diagramm gemafi Fig. 2 aufgezeichnet. 

konzentradon. Dabei geben die beiden gestrichelten Linien Schwellen- 

Anstelle eines Nachweises eines besdmmten Keims fiber werte fUr die beiden Fluoreszenzstrahlungen Fl 1 (griin) und 

AntikGrper und Andgene konnen auch mit Fluoreszenzfarb- 20 R 2 (rot) vor, die empirisch bestimmt werden und darunter- 



stoffen gckoppelte Substrate, z. B. Fibrinogen, verwendet 
werden, die sich beispielsweise an den OberflSchenenzymen 
der gesuchten Keimart anlagem. Auch in diesem Falle kann 
somit an diesen Keimen eine Farbstoffkonzentration erzielt 
werden, die mit dem noch zu beschreibenden DurchfluBzy- 
tometer nachgewiesen werden kann. Ein Substrat kann auch 
zusammen mit einem Antikdrper verwendet werden, um die 
Spezifitat des Nachweises zu erhohen. 

Nach dem ZufUgen des Indikators wird der Suspension 



liegende Werte als Rauschen oder fUr die Erkennung als zu 
geringe Intensitat erkennen. Nur Strahlungsintensitaten 
bzw. -amplituden oberfaalb dieser Schwellenwerte werden 
zur Keimerkennung verwendet. Dies bedeutet, bei einer we- 
25 sentlichen Ansammiung von MeBpunkten im Bereich 1 lie- 
gen multiresistente Keime der gesuchten Art vor, da die feh- 
lende griine Ruoreszenzstrahlung (z. B. bei Verwendung 
des Farbstoffs DiBAC3), die Resistenz erkennen laBt, wah- 
rend die vorfaandene rote Ruoreszenzstrahlung die gesuchte 



ein Schlusselantibiodkum zugefugt, das den Keim als multi- 30 Keimart anzeigt Wird eine wesentliche KonzenUadon im 



rcsistenl definiert, wenn er dadurch nicht angegriffen bzw. 
geschadigt wird. Bei MRSA-Keimen wird beispielsweise 
das PeniziUinderivat Oxacillin und bei VRE- Keimen Vanco- 
mycin als Schlusselantibiodkum verwendet. Als Farbstoff 
wird beispielsweise ein membranpotentialsensitiver Farb- 35 
stoflF, wie der Oxonol-Farbstoff DiBAC3, verwendet. Di- 
BAC3 wird von intakten ZeUen nicht aufgenonunen. Nur 
bei durch das Schlilsselandbiotikum geschadigten ZelLen 
kann nach Depolarisation des Membranpotentials der Farb- 
stofif in die geschadigten Zellen eindringen. Der Anteil der 40 
infolge dieses Farbstofifs fluoreszierenden Zellen einer Po- 
pulation entspricht somit der Menge der geschadigten Zel- 
len. Bei Resistenz bleiben die Zellen bzw. Keime intakt, so 
dafi der Farbstoff nicht eindringen kann. Oxonol-FarbstofiFe 
bzw. Oxonole fluoreszieren grUn. 

Anstelle des Oxonol-FarbstofFs DiBACB kann beispiels- 
weise auch ein Carbocyanin-Farbstoff, wie DiCXJ3, zum 
Nachweis der Resistenz verwendet werden. Die Wirkungs- 
weise ist dabei im wesenllichen umgekehrt. DiOC3 wird in 
intakten Zellen akkumuiiert, die dann griin bzw. gelb-griin 
fluoreszieren. Nach einer Depolarisation bzw. Schadigung 
der ZeUen durch das Schlusselantibiodkum bei fehlender 
Resistenz verlafit der Farbstofif diese wieder, und die Ruo- 
reszenz nimmt ab. Eine nachgewiesene Ruoreszenz ist da- 
her bei diesem Farbstofif ein Indiz fUr einen resistenten bzw. 
multircsistenten Kcim. 

Zum PttSfen der so veranderten Suspension auf eine oder 
mehrere multiresistente Keimarten, im einfachsten Falle 
eine, wird nun ein an sich bekanntes DurchfluBzytometer 
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Bereich 2 fcstgestellt, so bedeutet dies, dafi zwar die ge- 
suchte Keimart vorliegt, diese jedoch nicht resistent gegen- 
uber dem Antibiotikum war. Der Bereich 4 definiert Keime, 
die weder resistent sind, noch der gesuchten Keimart ange- 
horen. SchlieBlich definiert der Bereich 3 Keime, die zwar 
resistent sind, jedoch nicht der gesuchten Keimart zuzuord- 
nen sind. Der Nachweis einer bestinunten multiresistenten 
Keimart ist daher nur dann erbracht, wenn sich eine wesent- 
liche Konzentradon im Bereich 1 darstellt 

Wird zum Nachweis der Resistenz beispielsweise der 
Farbstofif DiOC3 verwendet, so zeigt eine festgestellte griine 
Ruoreszenzstrahlung bei einem MeBvorgang eine Resistenz 
an. Der Nachweis einer bestimmten multiresistenten Kei- 
mart ist daher bei diesem Farbstofif dann erbracht, wenn sich 
eine wesenUiche Konzentradon im Bereich 2 darstellt 

THfifi der LasersUrahl 15 auf eine 2^11e bzw. einen Keim, 
so U^ten neben der fur die eigentliche Messung benotigten 
Ruoreszenzstrahlung noch ein Vorwartsstreulicht im Be- 
reich 3 bis 100 und ein SeitwarlssUieulicht auf. Der Winkel 
des Vorwartsstreulichts ist ein MaB fiir die ZellgrbBe, klei- 
nere Zellen streuen weniger Licht. Das Seitwartsstreulicht, 
das im Bereich eines rechten Winkels zum einfallenden 
Lichtstrahl anteilsmafiig geringer auftritt, ist ein MaB fiir die 
Granularitat bzw. den Zellinhalt. 

Dieser Effekt kann und wird bei den bekannten Durch- 
fluBzytomctcm als McBfilter cingcsetzt. Bei jedcm MeBvor- 
gang einer Zelle im MeBpunkt 14 werden das Vorwartsstreu- 
licht und das Seitwartsstreulicht bestinunt. Dadurch kann 
fcstgestellt werden, ob die betrefifende Zelle bezuglich ihrer 



mit mindestens zwei Ruoreszenzen verwendet Solche 60 ZellgroBe und ihres Zellinhalts ungefahr der gesuchten Zelle 



DurchfluBzytometer werden beispielsweise von den Firmen 
Beckman-Coulter, Becton Dickinson (FACSCalibur-Durch- 
fluBzytometer) und 0^tho-InsU^Iments angeboten und ver- 
trieben. Nach einer Einwirkungsdauer von beispielsweise 
10 Minuten bis zu einer Stundc, jc nach Farbstoff und vcr- 
wendetem Indikator, wird die Suspension in das Zytometer 
eingegeben, und die Messung kann beginnen. Uber eine 
Leitung 10 werden gemiifi Fig. 1 die Keime in der Suspen- 



ds 



entspricht. Nur in diesem Fall wird dann die Ruoreszenz- 
strahlung fur die Messung ausgewertet. Festgestellte, in ih- 
rer GroBe oder ihrem Zellinhalt stark abweichende Zellen 
werden fUr die Messung ausgeblendet, so daB insgesamt ex- 
aktcrc McBcrgcbnissc crhaltcn werden. 

Ein weiteres Mittel zur Verbesserung der MeBergebnisse 
besteht noch darin, daB spezifische Nahrlosungen bei der 
Vorbereitung und Vermehrung verwendet werden, die spe- 
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zieli die Vemehnihg der gesuchten Keime fbtdern und die 
Vermehiung anderer Keiine verlangsamen oder unterbin- 
den. 

Die Erfindung ist selbstverstandiich nicht auf die Anwen- 
dung dcr bcschriebenen Stoffe beschrankt, sondcm cs kon- 5 
nen prinzipiell Indikatoren verwendet werden, die sich spe- 
ziell an einer, namlich der gesuchten Keimart anlagern, wo- 
bei ein fluoceszierender Farbstofif an diesem Indikator angc- 
lagert sein kann oder separat vorliegt und sich dann anlagert, 
wenn die gesuchte Keimart vorliegt. Weiterhin k6nnen auch lo 
verschiedene Schlusselantibiodka zur Priifung der Resistenz 
verwendet werden, wobei auch unterschiediiche Mechanis- 
men moglich sind, die bei vorhandener oder nicht vorhande- 
ner Resistenz die Anlagerung eines fluoreszierenden Farb- 
stoffs crmoglichen oder verhindem. 15 

In weiterer Ausbildung der Erfindung kQnnen statt zwei 
auch drei oder mehr Kriterien gleichzeitig untersucht wer- 
den, wobei eine entsprechende Zahl unterschiedlicher Fluo- 
reszenzfarbstoffe oder RuoreszenzefFekte ausgewertet wer- 
den rauB. Beispielsweise kann auch ein gleichzeitiger Nach- 20 
weis verschicdener raultircsistenter Keimarten durch einen 
MeBvorgang erfolgen, wozu eine entsprechende Zahl unter- 
schiedlicher Fluoreszenzstrahlungen ausgewertet werden 
mufi. 

25 

Patentansprtiche 

L Verfahren zum Nachweis von mindestens einer 
multiresistenten Keimart, insbesondere MRSA- und 
VRE-Keimen, unter Verwendung eines DuichfluBzyto- 30 
meters, das die folgenden Verfahrensschritte aufweist: 

1.1 Herstellen einer Keimsuspension, 

1.2 Vervielfachung der Keime in einer Nahrlo- 
sung, 

1.3 Zufugen wenigstens eines mit einem fluores- 35 
zierenden Farbstoff versetzten Indikators fiir die 
Jewells gesuchte Keimart, der sich spezifisch an 
dieser Keimart anlagert oder ankoppelt, 

1.4 Zufugen eines als Indikator fiir geschadigte 
Zellen dienenden fluoreszierenden anderen Farb- 40 
stoffs sowie eines Schlusselantlbiotikums zur Prii- 
fung der Resistenz, 

1.5 Durchleiten der so gebildelen Suspenion 
durch das DurchfluBzytometer und Bestrahlen der 
weitgehend vereinzelten Keime nacheinander mit 45 
einem Laserstrahl, 

1.6 Messen jeweils der den Farbstoffen zugeord- 
neten Fluoreszenzstrahlungen beim Auftiefifen 
des Laserstrahls auf einen zu uberprQfenden Keim 
und 50 

1.7 Auswerten der Vielzahl von Einzelmessungen 
wenigstens dahingehend, ob und/oder wieviele 
anteilsmaBig oder zahlenmaBig darunter sind, bei 
denen die jeweils gesuchte Keimart in Verbindung 
mit einer Resistenz gegen das Antibiotikum fest- 55 
gestellt wurdc. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB als Indikator sich mit den Oberfiachenantige- 
nen der gesuchten Keimart verbindende Antikdrper 
verwendet werden. 60 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeich- 
net, daB PerCP-gckoppelte und/oder PE(Phycoerytrin)- 
gekoppelte Antikdrper, die rot fluoreszieren, und/oder 
fluorezeingekoppelte (FITC[Fluorezcin-iso-thiocya- 
nat]) Antikdrper, die griin fluorcszicrcn, verwendet 6S 
werden. 

4. Verfahren nach Ansoruch 1. dadurch eekennzeich- 
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chenenzymem der gesuchten Keimart wirkendes Sub- 
strat verwendet wird, das mil einem Ruoreszenzfarb- 
stoff gekoppelt ist. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspril- 
che, dadurch gekennzeichnet, dafi als SchlUsselantibio- 
tikum das Peniziilinderivat Oxacillin, insbesondere fUr 
MRSA-Keime, oder Vancomycin, insbesondere fiir 
VRE-Keime, verwendet wird. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprti- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB als Farbstoff zur 
Priifung der Resistenz in Verbindung mit dem Schliis- 
selandbiotikum ein membranpotentialsensitiver Farb- 
stoff, insbesondere ein Oxonol-Farbstoff (DiBACS) 
Oder ein Carbocyanin-Farfostoff (DiOC3), verwendet 
wird. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB der die Keime ent- 
haltende Probenstrom hydrodynamisch fokusstert 
wird, bevor er den vom Laserstrahl (15) bestrahlten 
MeBpunkt (14) passiert, so dafi die Keime den MeB- 
punkt im wesentlichen einzehi passieren. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQ- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB die verschiedenen 
Ruoresenzstrahlungen mittels eines opdschen Detekd- 
onssystems (16, 18) bei jedem MeBvorgang quantifi- 
ziert werden, insbesondere durch Erfassung der Strah- 
lungsamplituden oder Strahlungsintensitaten. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, dafi zur elektronischen 
Ausblendung von wesentlich von der gesuchten Kei- 
mart abweichenden Keimen das ein MaB fur die Zell- 
groBe bildende Vorwartsstreulicht des Laserstrahls 
und/oder das ein MaB fiir den Zellinhalt bildende Seit- 
wartsstreulicht des Laserstrahls erfafit wird, wobei 
Fluoreszenzmessungen an dem jeweils vom Laser- 
strahl erfafiten Keim nur dann durchgefuhrt und/oder 
ausgewertet werden, wenn dieser Keim durch die 
Streulichterfassung als im gesuchten Toleranzbereich 
liegend erkannt wird. 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, dafi zur Auswertung 
bei jedem MeBvorgang die erfaBten Fluoreszenzwerte 
in eine zwei- oder mehrdimensionale Tabelle eingetra- 
gen werden, wobei Schwellenwerte fiir die Unterschei- 
dungskriterien Indikation und Resistenz vorgegeben 
werden. 
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